201712.00688v1 


chinaXiv 


"了 802 ， 


doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2015.12.27 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2015, 35(12): 1802-1805 


临床 研究 


黄 氏 多 糖 干 预 树 突 状 细 肥 基因 表达 与 抗 动脉 粥 样 硬化 的 机 制 


陈 朝 俊 !', 伟 强 ?, 李 表 表 !, 李 志 栋 ? 


:广州 市 中 西医 结合 医院 脑病 科 , 广 东 广州 510800;? 南 方 医科 大 学 附属 珠江 医院 心 内 科 , 广 东 广州 510282 


摘要 :目的 研究 黄 工 多 糖 (APS) 对 人 外 周 血 单 核 细胞 (PBMC) 源 诉 
探讨 黄芪 多 糖 的 抗 AS 的 作用 机 制 。 方 法 以 健康 人 外 周 血 分 离 PBMC 源 性 DCs 和 血清 作为 研究 对 象 , 培 育 5 d 后 ,随机 分 为 
APS 组 和 对 照 组 。 其 中 APS 组 给 予 200 mg/L APS 孵育 过 夜 , 对 照 组 不 给 干预 。 通 过 基因 芯片 和 RTPCR 技 术 , 观 察 APS 处 理 
PBMC 源 性 DCs 的 免疫 功能 和 其 他 基因 表达 的 差异 与 AS 发 生发 


E 树 突 状 细胞 (DCs) 的 基因 表达 和 其 功能 变化 的 影响 ,进一步 


5.45+1.14) IL-27(1.08+0.22 vs 2.97+0.61) 基 因 表 达 相 对 量 # 


若 性 


展 的 关系 。 结 果 与 对 照 组 相 比 ,APS 组 CD36(0.97+0.23 vs 
- 调 ;APS 组 IFI16(0.98+0.18 vs 0.46+0.11) 基 因 表 达 相 对 量 


显著 性 下 调 。 结 论 适量 的 APS 可 以 上 调 DCs 膜 表面 与 抗原 递 星相 关 的 CD36 IL-27 的 表达 ,下 调 IFI16 的 表达 ,对 增加 DCs 的 
免疫 活性 ,促进 DCs 的 成 熟 与 分 化 有 显著 的 影响 。APS 对 AS 的 发 生发 展 具 有 明显 的 积极 地 干预 作用 ,有 着 重要 的 积极 地 临床 


关键 词 : 黄 工 多 糖 ; 树 突 状 细胞 ;基因 表达 ;CD36;IL27;IFI16 


Effect of Astragalus mongholicus polysaccharides on gene expression profiles of dendritic 


cells isolated from healthy donors 
CHEN Chaojun’, FU Qiang, LI Yuejun’, LI Zhiliang 


‘Department of Neurology, Guangzhou Hospital of Integrated Chinese and Western Medicine, Guangzhou 510800, China; “Department of 
Cardiology, Zhujiang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510282, China 


Abstract: Objective To investigate the anti-atherosclerosis mechanism of Astragalus mongholicus polysaccharides (APS) by 
examining its effect on gene expression profiles of the dendritic cells (DCs) from healthy donors. Methods Peripheral blood 
DCs from healthy donors were incubated with 200 mg/L APS overnight, and changes in the gene expression profiles were 
investigated using microarray technique and RT-PCR. Result Compared with the control cells, APS-treated DCs showed 
significantly up-regulated expressions of CD36 (0.97+0.23 vs 5.45+1.14) and IL-27 (1.08+0.22 vs 2.97+0.61) and down-regulated 
expression of expression of IFI16 (0.98+0.18 vs 0.46+0.11). Conclusion APS can promote the maturation and differentiation of 
DCs by up-regulating CD36 and IL-27 and down-regulating IFI16, and thus positively affects the occurrence and progression 


of the atherosclerosis. 
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树 突 状 细胞 (DCs) 是 机 体 免 疫 系统 中 最 强 的 抗原 
递 呈 细胞 ,具有 强大 的 抗原 提 呈 及 激活 原始 T 淋 巴 细胞 
的 能 力 ”” , 愈 来 愈 多 的 研究 结果 表明 炎症 反应 是 导致 斑 
块 不 稳定 的 重要 原因 ” ,近来 对 树 突 状 细胞 在 动脉 粥 样 硬 
化 (AS) 的 发 生发 展 中 所 起 的 作用 越发 受到 关注 1。 
黄 代 是 心 脑 血管 疾病 常用 的 补 气 类 中 药 , 临 床 疗效 十 分 
显著 ,尤其 在 对 冠 心病 心绞痛 的 治疗 中 , 黄 工 注 射 液 能 
明显 减少 心绞痛 的 发 作 次 数 ,延长 发 作 间歇 时 间 ,临床 
疗效 改善 显著 。 同 时 ,黄芪 还 是 治疗 鞭 中 经 典 名 方 
“ 补 阳 还 五 汤 " 的 君 药 ( 主 药 ), 其 临床 疗效 与 黄 代 剂量 呈 
量 效 关 系 。 可 见 黄 工 对 心 脑 血 管 病 的 防治 有 着 十 分 重 
要 的 作用 。 了 且 为 纯 天 然 药物 ,对 其 作用 机 制 进行 深入 的 
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研究 有 着 十 分 重要 的 意义 。 

黄 并 有 效 成 分 提取 物 为 黄芪 多 糖 (APS)。 现 代 研 
究 认为 APS 具有 提高 免疫 细胞 活性 "促进 淋巴 细胞 转 
化 及 抗体 形成 等 双向 调节 功能 ,在 多 种 疾病 中 发 挥 重 
要 作用 。 以 往 的 研究 证 实 , 黄 氏 多 糖 可 以 促进 DCs 的 分 
化 与 成 熟 ,增加 其 免疫 活性 ,提示 APS 可 能 通过 调节 
DCs 的 功能 状态 而 对 动脉 粥 样 便 化 的 发 生 及 发 展 产生 
影响 ”。DCs 的 功能 状态 改变 是 一 系列 基因 表达 变化 
的 反映 *, 因 此 ,要 研究 黄 氏 多 糖 对 树 突 状 细胞 功能 变 
化 的 影响 ,最终 明确 黄芪 多 糖 在 动脉 粥 样 硬化 斑 块 治疗 
中 所 起 的 作用 ,必须 从 研究 树 突 状 细胞 的 相关 基因 入 
手 。 研 究 APS 对 DCs 基因 表达 的 差异 性 变化 ,将 有 利 
于 对 APS 免疫 调节 功能 变化 的 进一步 剖析 。 本 课题 拟 
研究 黄芪 多 糖 对 人 外 周 血 单 核 细 胞 源 性 树 突 状 细胞 的 
基因 表达 和 其 功能 变化 的 影响 ,进一步 探讨 黄 攻 多 糖 的 
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抗 AS 的 作用 机 制 。 表 1 英 光 定量 PCR 引物 序列 
Tab.1 Sequences of RT-PCR Primers 
| 让 Length of 
> 材料 和 方法 Number Torgot Sequences( 5'-3') amplified 
1.1 实验 对 象 人 gene (bp) 
南方 医科 大 学 健康 男性 学 生 (24~26 岁 ) 外 周 血 标 本 。 1 IL-27 AGGACCATCGGAATCTTG 120 
1.2 血液 标本 采集 和 PBMC 的 分 离 GCACTTGACAATCATGTAACC 
清晨 空腹 抽取 动脉 血 20 mL, 用 Ficoll 密度 梯度 离 2 CD36 TACTTTCTTCCTTTCCAGC 129 
心 法 分 离 PBMC。 CCGACTTTTGTTTCCATAT 
1.3 DCs 的 培养 3 IFI16 ATGCTACTTCACCTGCA 132 
末次 离心 重 悬 的 PBMC 加 入 25 mL 培养 瓶 中 , 调 CCTCGGACACCTTACTC 
整 细胞 浓度 1x10:~1.5x10ymL 之 间 ,5% CO, 37.5 % 凡 4 GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 142 
育 2~3 hh 后 , 轻 轻 吸出 悬浮 细胞 ,应 用 PBS 深 液 2~3 mL ATGGTGGTGAAGACGCCAGT 


轻 轻 清洗 1 次 培养 瓶 后 吸出 ,吸出 的 基 浮 细胞 用 于 
PBTC 的 纯化 ;在 培养 瓶 重 新 加 入 终 浓度 为 GM-CSF 
20 ng/mL,IL-4 20 ng/mL 的 DCgro 无 血清 培养 基 4 mL， 
继续 于 5% CO, 37.5 培养 3~5 d。 在 培养 3~4 d, 观 察 
贴 壁 细胞 的 生长 及 悬浮 情况 ,观察 到 培养 第 5 天 ,大 部 
分 由 壁 细胞 基本 悬浮 生长 后 ,第 5 天 随机 分 为 APS 组 及 
对 照 组 ,APS 组 加 入 黄 苞 多糖 (200 mg/L) 并 孵育 过 夜 ， 
对 照 组 不 给 予 任何 干预 措施 。 第 6 天 收集 DCs 应 用 于 
Real-time PCR 检测 。 
1.4 基因 芯片 技术 检测 基因 谱 变 化 

中 制备 RNA;G@) 鉴 定 总 RNA 样 品质 量 ;@ 菊 光标 
记 RNA 样 品 ;四 cDNA 标记 样品 的 纯化 ;G@) OHS-460 
基因 芯片 杂交 ;采用 上 海 康 成 生物 有 限 公司 生产 的 原 位 
合成 试剂 盒 .OHS-460 守 核 苷 酸 基 因 芯 片 试剂 盒 进 行 样 
品 的 准备 和 杂交 。 表 达 差 异 的 基因 按照 功能 进行 归 类 ， 
查阅 GenBank 数 据 库 及 相关 文献 对 其 结果 进行 深入 的 
分 析 及 讨论 。 
1.5 实时 定量 PCR 
1.5.1 引物 ( 表 1) 
1.5.2 目的 基因 mRNA 表达 量 的 相对 定量 以 APS 组 
和 对 照 组 DCs 细胞 总 RNA 为 模板 ,使 用 2 Step 
Real-time PCR 方 法 ,进行 基因 CD36、IL27 及 IFI16 的 
RT-PCR 反 应 ,将 得 到 的 Ct 值 在 目的 基因 的 标准 曲线 上 
进行 不 同样 品 的 目的 基因 的 表达 量 定量 。 用 定量 结果 
除 以 相对 值 ,对 反应 起 始 RNA 量 的 误差 进行 校正 。 通 
过 校正 后 的 定量 结果 , 求 出 样品 之 间 的 目的 基因 的 表达 
量 相对 值 , 即 mRNA 表达 量 的 相对 定量 。 
1.5.3 实验 结果 分 析 反应 结束 后 ,根据 内 标 GAPDH 
和 目的 基因 (CD36 JIL27 及 IFI16) 的 一 系列 扩 增 曲线 得 
到 的 Ct 值 制作 各 自 的 标准 曲线 ,对 检测 样品 目的 基因 
mRNA 进行 相对 定量 。 
1.5.4 统计 学 处 理 所 有 实验 结果 以 均 数 + 标准 差 表 示 ， 
计数 资料 用 x 检验 ,两 组 间 差 异 比较 采用 1 检验 ,以 P< 


0.05 认 为 有 显著 性 差异 。 所 有 统计 学 处 理 均 采 用 SPSS 
17.0 统 计 软 件 进行 分 析 。 


2 实验 结果 
2.1 基因 芯片 检测 结果 

使 用 Agilent 2100 生 物 分 析 仪 鉴定 APS 组 和 正常 
对 照 组 样品 的 总 RNA 质量 ,分 别 测 定 28 s/18 s 峰 值 的 
面积 比值 . A260/A280 的 Ratio 值 .质量 浓度 ,鉴定 结果 
显示 结果 表明 两 样品 总 RNA 28 s/18 s 峰 值 的 面积 比值 
都 在 2:1 左 右 ,RNA 的 质量 符合 基因 芯片 测定 的 要 求 。 
图 2 为 标记 样品 与 芯片 杂交 后 的 扫描 结果 ,通过 分 析 
APS 处理 后 DCs 及 对 照 组 芯片 杂交 的 结果 ,在 检测 的 
288 个 探 针 中 , 共 得 出 差异 表达 基因 33 个 ,其 中 CD36、 
IL27 基 因 表 达 上 调 ,IFI16 基 因 表达 下 调 。 

A 显 示 APS 处 理 后 DCs 基 因 表 达 谱 ,B 显示 正常 对 
照 组 DCs 基 因 表 达 谱 。 荧 光 强 度 显示 基因 表达 强度 , 交 
光 强 度 高 表明 基因 表达 增强 ,反之 表达 减弱 。 无 类 光 表 
明 不 表达 。 

2.2 Real-time PCR 结果 

从 内 标 GAPDH 基因 和 3 个 目的 基因 的 扩 增 曲线 
和 标准 曲线 结果 中 ,可 见 所 有 标准 曲线 的 线性 关系 良 
好 ,在 实验 浓度 范围 内 能 够 进行 准确 定量 。 

2.2.1 相对 定量 

2.2.2 APS 组 与 对 照 组 的 外 周 血 PBMC 来 源 的 DCs 基 
因 表 达 差 异 情况 将 所 有 外 周 血 PBMC 来 源 的 DCs 提 
取 的 cDNA 样本 分 别 与 标准 品 中 目的 基因 的 表达 相对 
定量 的 结果 比较 ,APS 组 患者 CD36JIL-27 和 IFI16 基 因 
表达 相对 量 分 别 为 $5.45+1.14、2.97+0.61.0.46+0.11; 而 
对 照 组 病例 表达 量 分 别 为 0.97+0.23 1.08+0.22 .0.98 圭 
0.18;APS 组 患者 CD36JL-27 和 IEFI16 等 基因 的 表达 与 对 
照 组 相 比 差异 有 显著 性 意义 ,说 明 APS 组 DCs 的 CD36、 
IL-27 和 IFEI16 的 基因 表达 量 较 对 照 组 升 高 ( 表 3)。 
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图 1 OHS-460 芯 片 的 杂交 结果 
Fig.l Result of OHS-460 chip hybridization. A: Gene 
expression of DCs in APS group; B: Control group. 


表 2 CD36 基 因 的 相对 定量 结果 


Tab.2 Quantitative result of CD36 gene expression 


GAPDH 


3 讨论 

本 研究 观察 了 黄 工 多 糖 对 人 外 周 血 单个 核 细 胞 来 
源 的 DCs 作 用 ,发 现 黄 工 多 糖 具 有 调 方 DCs 基因 表达 
的 作用 ,影响 树 突 状 细胞 基因 向 抑制 炎症 反应 .控制 免 
疫 反应 的 方向 表达 。 基 因 芯 片 结果 显示 ,APS 处 理 后 人 
外 周 DCs 功能 蛋白 表达 基因 中 抗原 结合 蛋白 基因 
CD36、 抑 制 炎 症 及 免疫 反应 的 蛋白 I 卫 27 表达 明显 上 
升 ,而 与 抗原 提 旺 及 诱导 免疫 反应 相关 的 蛋白 基因 
IFI16 表 达 明 显 下 降 。APS 处 理 后 人 外 周 血 DCs 功 能 
白 表 达 基 因 结 果 亦 支持 基因 芯片 结果 ,CD36 JIL27 表 达 
明显 上 升 ,而 IFI16 表 达 明 显 下 降 。 从 本 研究 我 们 可 以 
发 现 , 经 黄 工 多 糖 处 理 后 DCs 与 对 照 组 DCs 相 比较 ， 
APS 处 理 后 的 DCs 基 因 表达 表现 出 更 多 的 差异 ,表现 为 
有 关 抗 原 结合 .降解 .加工 以 及 抑制 炎症 的 细胞 功能 


CD36 


Quantitative result Relative value (X) Quantitative result (Y) Corrected quantitative result (Y/X) 


Sample A 438.0 0.899 666.00 
Sample B 487.0 1 125.20 


表 3 APS 组 与 对 照 组 PBMC 来 源 的 DCs 基 因 表 达 差 异 情况 


Tab.3 Differentially expressed genes in DCs treated with APS 


ACS(n=7) Control(n=7) t a 
CD36 5.45+1.14 0.97+0.23 10.19 <0.001 
IL-27 2.9740.61 1.08+0.22 7.711 <0.001 
IFI16 0.46+0.11 0.98+0.18 6.522 <0.001 


细胞 因子 蛋白 的 表达 增多 ;而 与 细胞 烙 附 ,增殖 ,抗原 提 
旦 及 诱导 免疫 反应 相关 的 蛋白 表达 明显 降低 。 可 见 
APS 可 以 诱导 DCs 功 能 基因 的 表达 , 既 可 促进 高 表达 成 
熟 细胞 因子 的 作用 ,也 有 诱导 未 成 熟 及 抑制 炎症 的 作 
用 。APS 的 这 种 诱导 作用 使 DCs 的 基因 表达 产生 差异 ， 
可 能 导致 不 同 亚 群 和 不 同 成 熟 状 态 的 DCs 之 间 发 生 转 
化 ,继而 影响 DCs 最 后 的 功能 状态 。 未 成 熟 的 树 突 状 细 
胞 抗原 识别 能 力 高 ,摄取 和 降解 抗原 能 力 强 ; 而 成 熟 的 
树 突 状 细胞 其 抗原 提 呈 能 力 增 强 ,抗原 识别 和 摄取 功能 
下 降 。 相 应 的 见 文献 L[15]。 我 们 的 研究 结果 表明 ,黄芪 
多 糖 可 调节 人 外 周 血 单个 核 细胞 来 源 的 树 突 状 细胞 的 
基因 表达 ,可 使 F116 表达 下 降 。IFI16 可 诱导 树 突 状 细 
胞 抗原 呈 递 能 力 增 强 ,诱导 免疫 反应 ""。 同 时 ,黄芪 多 
糖 可 使 CD36 及 IL27 的 表达 升 高 。CD36 可 促使 抗原 结 
合 , 而 IL27 可 抑制 炎症 及 免疫 反应 ,促进 免疫 而 受 的 


Relative value of CD36 
740.82 5.92 
125.20 1 


发 生 ”。 现 有 的 研究 表明 , 树 突 状 细胞 作为 抗原 提 呈 的 
专职 细胞 ,对 T 淋 巴 细胞 的 调节 作用 是 双向 的 。 树 突 状 
细胞 既 可 活化 工 淋巴 细胞 ,激活 Thl 细 胞 免疫 ;又 可 调节 
人 体 免 疫 系统 ,增强 机 体 免 疫 耐 受 ”。 

本 研究 结果 显示 ,黄芪 多 糖 对 人 外 周 血 单 核 细 胞 来 
源 的 树 突 状 细胞 具有 双向 调节 作用 ,抑制 炎症 反应 的 细 
胞 因子 重 白 的 表达 增多 ,诱导 免疫 反应 相关 的 蛋白 表达 
明显 降低 。 可 见 黄芪 多 糖 对 树 突 状 细胞 功能 基因 表达 
的 诱导 作用 , 既 有 促进 高 表达 成 熟 细 胞 因子 的 作用 ,也 
有 诱导 未 成 熟 及 抑制 炎症 的 作用 。 

综 上 所 述 , 树 突 状 细胞 的 成 熟 状 态 对 免疫 系统 具有 
不 同 的 调节 作用 ,而 黄 攻 多 糖 处 理 的 外 周 血 单 核 细 胞 来 
源 的 树 突 状 细胞 基因 表达 向 着 抑制 炎症 反应 ,提高 免疫 
耐 受 的 方向 发 展 。 试 验 的 结果 发 现 黄芪 多 糖 处 理 组 树 
突 状 细胞 与 对 照 的 基因 表达 出 现 差异 ,CD36 IL27 的 表 
达 升 高 而 IFI16 的 表达 减少 ,这 些 基 因 的 表达 变化 与 DCs 
的 成 熟 状 态 及 功能 变化 高 度 相 关 。APS 抑 制 DCs 对 免 
疫 系统 的 活化 ,达到 抑制 炎症 ,稳定 斑 块 的 作用 ””。 黄 
谍 多糖 处 理 的 外 周 血 单 核 细胞 来 源 的 树 突 状 细胞 基因 
表达 为 抑制 炎症 反应 ,提高 免疫 耐 受 的 特性 。 而 炎症 在 
AS 的 发 生发 展 中 起 到 关键 作用 ,APS 通过 调节 树 突 状 
细胞 起 到 免疫 抑制 作用 ,提示 APS 对 AS 的 发 生发 展 具 
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有 明显 的 地 干预 作用 ,有 着 积极 地 临床 意义 。 在 现 有 的 
中 药 治 疗 心 脑 血管 疾病 的 方法 中 , 黄 氏 在 冠 心病 上 的 治 
疗 作 用 非常 显著 ,但 作用 机 制 尚未 明确 。 我 们 为 其 搞 动 
脉 弦 样 硬化 作用 与 机 制 的 研究 提供 了 新 的 研究 思路 ,并 
为 今后 应 用 纯 天 然 药 物 黄 氏 提取 物 黄 代 多 糖 参与 树 突 
状 细胞 防治 动脉 呢 样 硬化 的 临床 研究 提供 了 可 靠 的 实 
验 依据 。 
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